NSTIUTO DE INMUNOLOGIA CLINICA

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

Herramientas para el
inmunodiagnéstico

Universidad de Los Andes
Facultad de Medicina Luisa Barboza Carrillo

Instituto de Inmunologia Clinica




Respuesta Inmune

iqué valorar?

Poblaciones celulares
«Células T

«Células B

«Células fagociticas

«Células citotoxicas
Productos de la respuesta

-Citoquinas
«Inmunoglobulinas/anticuerpos

«Complemento

Patologias inmunes

*Procesos infecciosos



Téenicas basadas en interaccién
antigeno-anticuerpo

Inmunoensayos /
Western blot

Inmunoprecipitacién >=* -+ OD — q%:*

. p i Labeled Antibody g alyte in An tbodyA alyte
Inmunohlstqu|m|ca il pace -
= Figura 1-5 Los anticuerpos marcados permiten ka deteccion de complejos antigeno/anticuerpo en los inmunoensayos
Inmunofluorescencia V
Ab Ag Ag*-Ab + Ag-Ab
>=§ +*<:D+<:D—>*‘3%
Labeled
Antibody Analyte Analyte in Antibody-Analyte
Reagent Reagent Specimen Complex

Figura 1-6 El antigeno marcado también permite ks deteccion de complejos antigeno/anticuerpo en los mrrunoensayos/




Otras téenicas para
valorar respuesta inmune

« PCR
« PCR en tiempo real
« Microarray

Control Cell Experimental Cell

Microarray 3 y o~ mRNA
preparation v > extracted
S from cell

Reverse transcription,
™ fuorescently labeled
S vith Cy3 (Green)

and Cy5 (Red)

~ Combine equal amount and
. hybridize onto microarray
i ‘

¢DNA microarray




Tipos de inmuneoensayo:

Inmunoensayo:
Formacion de
inmunocomplejos
(antigeno/anticuerpo)

[

.

Marcados:

Conjugados a moléculas <
que emiten sefiales
detectables

No marcados:

Son medidos por dispersion

de luz o por visualizacion
directa

Radioinmunoensayo (RIA): El
marcador es un isdéfopo radioactivo.

Analisis inmunoenzimaticos (EIA)= El
marcador es una enzima.

Fluoroinmunoanalisis: El marcador es
una particula fluorescente.

Ensayos inmunoquimioluminiscente: La

marca €s una sustancia
quimioluminiscente.

(
* Precipitacion

« Aglutinacion

~

/ Immunol Methods. 1992; 150: 5-21

v



Inmunoensayos:

v'"Comparacion

Assay

Sensitivity
(g antibody /ml)

Precipitation reaction in fluids
Precipitation reactions in gels
Maneini radial immunediffusion
Ouchterlony double immunadiffusion
Immuncelectrophoresis
Rocket electrophoresis
Agglutination reactions
Direct
Passive agglutination
Agglutination inhibition
Radicimmunoassay
Enzyme-linked immunosorbe nt
assay (ELISA)
ELISA using chemiluminescence
Immunoflucrescence

Flow eytometry

20-200

10-50
20-200
20-200

0.3
0.006-0.06
0.006-0.06

.0006-0.006

<0.0001-0.01
<0.0001-0.011
1.0

0.06-0.006




ELISA (Enzyme linked

Immunosorbent Assay):

La prueba de ELISA se basa en
la formacion de
Inmunocomplejos, (reaccion
antigeno-anticuerpo, uno de los
cuales debe ser de reactividad
conocida), para detectar la
presencia de un analito de

/ HRP-Linked Antlbody

Detection Antibody

Sandwich Elisa

E =
m

] l%aptu:e Antibody

- - - -

Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-4. FEBS Lett. 1971 Jun 24;15(3):232-236.




ELISA (Enzyme linked
Immunosorbent Assay):

La deteccion se realiza /
colorimétricamente por la
Interaccion de un sustrato

Cromogenico y una enzima que
ha sido acoplada a un anticuerpo
detector.

En el ELISA, uno de los

reactivos se conjuga con una \ =

enzima formando un
con actividad in

HRP-Linked Antibody

] iCaptme Antibody

Sandwich Elisa

Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-4. FEBS Lett. 1971 Jun 24;15(3):232-236.




-

ELISA

Antibody Labeling Reagents

E
Binding ik

Sit i {. Substrate
ite \
\ . -
Second Antibody " N
Target Analyte nenn @ Product

or
(Antigen) Target Analyte ~N .‘

Sample "y . .’l\‘ :.-. v ..
R .
R R R
e Solid Phase
Bind Wash Label

Lavados entre

Fases

v'Unién del antigeno (o de
anticuerpo) al soporte.

v'Formacioén de los
iInmunocomplejos.



C Antfigenos )

Purificados.

Producidos con tecnologia de proteinas recombinantes.

Pueden ser moviles o insolubles.

( Anficuerpos )

Policlonales:
antigeno.

Pueden ser méviles o insolubles



Tipos de ELISA:

Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay
(ELISA)

Ensayo inmunoenzimatico

p
N Directo: Se detectan antigenos
/ No competitivo:
La muestra se {  Indirecto: Se detectan anticuerpos
enfrenta contra el Ag o
el Ab Sandwich: Se detectan antigenos usando
dos Ab
\
Subslrale>
SubstrateD {“:
Substrate {;,
( g Secondary
@ kA
’Prllmary Primary
cgr'l‘jlu%%% ant-bo% Capture
antibody \
Direct Assay Indirect Assay c_agtutde As's‘gy
anawic
Competitivo:

K Ab, compite con el Aby;i,gad0 POT Sitios de unién del Ag

" 4



Ukiliicliend

HRP-Linked Antibody

Detection Antibody \\ *#*:’

/

Deteccion de Ag y Ac:

*Bacterias

*Parasitos

*Hongos

*Virus

Deteccion de clases y sub-clases de Ig
Deteccion de complejos autoinmunes:

*Anti- DNA (Antigenos nucleares
extractables: Sm - Ro - La - RNP)

*Anti-Histonas (H1, H2A, H2B, H3, H4)

=S

Deteccion de Acs contra antigenos de
tejido

Anti-tiroglobulina

Anti-microsomal

Anticuerpos Antifosfolipidos
(Cardiolipina IgG-M)

Detecion de Ags asociados a tumores:
Ag prostatico

Ag ovario (Cal25)

ACE, alfafetoproteina

Deteccidon de hormonas, metabolitos,
farmacos, toxinas, citoquinas.....




1lra generacion

« Ag: lisado purificado de VIH

» Pocas sensibilidad y especificidad
«2da generacion

« Ag: proteinas recombinantes de VIH.
Deteccion de VIH-1 y VIH-2

» Poca sensibilidad, mejora la especificidad

*3ra generacion

Deteccion del grupc

* Mejora la sensibilidad
*4ta generacion

» Capacidad para detectar al Ag p24 y
anticuerpos

« Ag: proteinas recombi es de VIH. /



Generation 1st 2nd 3rd 4th
Antigen W T T
Sample -

Conjugate ; Y%v W ‘
Signal »

%)

Antigen Lysate Recombinant & synthetic

Specificity 95-98% >99% >99.5% 99.5%

Sensitivity 99% >99.5% >99.5% >99.8%

Window period 8-10 weeks 4-6 weeks 2-3 weeks 2 weeks

Immunoglobulin IgG [e]€} All All

class detection

Approximate year of 1985 1987 1991 1997

first release

Platforms Plate assays Plate assays Plate assays Plate assays

Particle agglutination Automated generic Dedicated instruments Dedicated instruments

platforms Rapid assays Rapid assays
Particle agglutination in development
Rapid assays




Ventaijas del ELISA:

= Muy sensible

= Gran numero de muestras procesadas
simultaneamente.

= Resultados rapidos

= Utilizacion de reactivos menos toxicos HRP-Linked Antibody

o S
A

= Menor costo

= Cuantificacidon de sustancias diversas:




WESTERN BLOTTING

Everybody knows western

Técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en una
muestra determinada (una mezcla compleja de proteinas, como un
extracto tisular).

I

— Q160 (env precursor)
— ap120 (outer env or "surface” giycoprotein)

— P65 {reverse transcriptase)

— p55 {core precursor)/pS1 (RT)
—— gpd1 (ransmembrane glycoprotein)
— p40 (core)

.ﬁ; P31 (endonuclease)

1

- —— p24 {core shell or “capsid®)

! w— P18 {COre matrix)

HIV-1




WESTERN BLOTTING

Everybody knows western

Pasos:

Electroforesis en gel se separan las proteinas atendiendo al criterio q#
desee: peso molecular, estructura, hidrofobicidad, etc.

Transferencia a una membrana adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa o
de PVDF) para poder buscar la proteina de interés con anticuerpos
especificos contra ella

Deteccion de la union antigeno-anticuerpo por actividad enzimatica,
fluorescencia , quimioluminiscencia, entre otros.

Detection Signal /
',' (colorimetric or chemiluminescent)
. Enzyme Substrate

Enzyme-conjugated —

Secondary Antibody
\/Target Protein

Primary Antibody

Membrane Containing Transferred Protein




Electroforesis/
Western Blotting
B

—— gp160 (env precursor)
— ap120 (cuter env or “surface” giycoprotein)

—— pBS {raverse transcriptase)
—— P55 {cere precursor)/pS1 (RT)

— gpd1 (ransmembrane glycoprotein)
— p40 {core)

4
— P31 {endonuclease)

=]
W — p24 {coce shell or “capsid”)

()

- — P18 {cOre matrix)

kba M 1 2 3 4 b5 6
pr—g e e —
— - —
70 o w-— E =
55 = w— ! -
- -
35 = - -_ g — - — Procaspases
i s Ny - Active
15+ - — caspases
r— -l =

1



Téenicas basadas en fluerescencia

« Citometria de flujo

« Inmunofluorescencia- Microscopia
de fluorescencia
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Fluorocromos

HO (0]
Excitation

N\ NN\

Fluorochrome

http\\:www.bdbioscience.com

43 nm

BD Horizon
PE-CF594

\ PE-CyS

PerCP-Cy5.5

Wavelength {nm}

361 nm

BD Horizon
PE-CF534

Emission

Wavelength {nm}

Es un grupo funcional de la
molécula que absorbera
energia de una longitud de
onda especifica y la volvera
a emitir en otra determinada
de mayor longitud de onda
(es decir, con menor
energia)

Wy



http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_funcional

Pruebas basadas en fluorescencia

Muestras
Tejidos

Aspiracién de la médula 6sea y biopsia

[ Requisito indispensable para la citometria:

v'La muestra debe estar en suspension

”»




Citometria de flujo

Técnica que permite analizar
Hidrodinamica particulas en suspension que

se hacen fluir a través de un
rayo de luz, las particulas

i interactian dispersando este

Optica haz de luz y emitiendo
fluorescencia, estas senales
opticas son detectadas,
transformadas y almacenadas

525/50 FL-2

Electronica electronicamente. e ‘ . FL6

FL-7

FL-3

Laser635nm

Laser 488 nm

Laser 405 nm

Chjective

__ Cuvette




Citometria de flujo




FunCionqmientO: células ez}suspensiﬁun

Detectares
fluorescencis

/ 1\

Laser

Lente Barra de Detector luz

condensadar obturacidn dispersada
Sistema de
informatizacidn

e

Side scat‘ter\ /
Forward scatter

R R REET TS

g

© 2010 MEC Clinical Sciences Centre




Utilidad:

Evaluacion de la funcion hematopoyética

B-Cell Ontogeny

| prem o] imimature aﬁ:rr;
Pre-B 8

p rearfangemsent
¥ raarrangement T-Cell Ontﬂgen?
A rearrangement
olg Prothymic Early ntermediate
"o Cell Thymocyle | Thymocyte
HLA-DR TCR 4 rearrangament
CD19 TCR v rearrangement
cD24 TCR £ rearrangemant
Do TCR o rearrangement
CDzO co7
coz1 CD5
coz2 Loz
ch23 con

CcD4

cDa

cD3

TCR [ aff or yd )




Utilidad:

Leucemias linfoblasticas

peripheral T-NHL

CTLL ATLL(HTLV-I")

Q)

T-lymphocyte

lymphoid
progenitor cell
O—O e
HLA-DR
LA NK-LGL leukemia
CcD117 mature helper/inducer activated
thymocyte  Tlymphocyte helper/inducer Q

(TdT) (COT7)

prothymocyte
TAT co7 CD2 (CD7)
HLADR CD2 CD5 CD2 NK-<ell
; CD4 CDS
CD34 TcR-CD3 CD4 CD7
CD7 — TeR-CD3 (CD2)
cb2 HLA-DR (CD8)
(GreBa) immature co2s 83%2
thymocyte (CD57)
HLA-DR
TdT peripheral T-NHL ( )

CD7
= common thymocyte \ TLGL leukemia

CyCD3
CD5 TdT
CD7 SR e
CcD2
CyCD3 -
CD5 mature cytotoxic/ activated
CD1 thymocyte suppressor cytotoxic/
CD4/CD8 (TdT) T-lymphocyte suppressor
(TeR-CD3) cD7 CD7 T-lymphocyte
(CD10) CD2 CD2 CD7
(CyCD3) CD5 CD2
CD5 CcD8 CD5s
CcD8 TcR-CD3 Ccbhs
TcR-CD3 (CD16) TcR-CD3
(CD56) (CD16/CD56/CD57)
(CDS57) HLA-DR

CD25




Utilidad:

Sub-poblaciones linfocitarias

CD14-FITC
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Citometria de flujo

Ventajas:

Andlisis de un numero estadisticamente
significativo de células

Multiples marcajes de una sola célula.
Analisis de alto numero de particulas en
corto tiempo (5.000 eventos /seq. ).
Alta sensibilidad y objetividad.

Medidas separadas de cada celula (no solo

el promedio).

Medidas cuantitativas : discriminacion de las

células segun la cantidad de marcador.
Multiples parametros : define
subpoblaciones complejas.

Desventajas:

Poca informacion morfologica de la
ceélula

No proporciona informacion de la
localizacion celular en un tejido
Costos de la tecnologia

Incapacidad de visualizar las células
gue se analizan.




Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es
una téecnica de

Inmunomarcaje que hace uso
de anticuerpos unidos
guimicamente a una sustancia
fluorescente para demostrar la
presencia de una determinada

molécula



http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo

Inmunofluorescencia
Tipos

Primary Antibody Direct
e ‘woﬂuorescence
Fluorochrome
T

Indirect
Immunofluorescence

Secondary Antibody




Figura 12.3: Patronss de inmunofluorascencia en I3
datarminacidn de anticuarpos antinuciearas. (A) patrdn difuso;
[B) patrdn parifarico; (C) patrdn rucleclar; (D) patrén motsado.

Inmunofluorescencia

v Anticuerpos Antinucleares (IFl Hep-2)
v Anticuerpos Anti DNA

v Anticuerpos Antimitocondria
v'Anticuerpos Antimusculo Liso

v'Anticuerpos contra Pollmorfonug é/ar Neutrofilo ,
(ANCAS) .

v Anti-ETA




Photomultiplier
Pinhole

focal

ia con

-*

L

z-Control

Microsco




Microscopia confocal

Aplicaciones!!! Confocal endomicroscopy
Kerry Dunbar and Marcia Canto

Current Opinion in Gastroenteroclogy 200
24:631-6837

Table 2 Comparison of reported performance characteristics in endomicroscopy studies

Sensitivity (%) Specificity (%) Accuracy (%)

CLE pattern classification for colorectal pathology [5] 97.4 98.4 99.2
Gl neoplasia-miniprobe GLE [4*] 93.1 92.1 92.4
Chremoendoscopy-guided CLE in UG [7**] 04.7 88.3 97.8
Chromoendoscopy-guided CLE in UG [8%] 94 92 -
CLE for DALM and ALM [9°*°] 100 96.6 a7
Chromoendoscopy-guided CLE for polyps [10] 97.4 98.3 99,1
CLE for distinguishing adenoma vs. hyperplastic polyps [11] 83 100 89
Confocal Barrett's esophagus classification [12] 92.3 98.4 97.4
CLE-guided EMR [13] 94 50 -
Esophageal squamous cell carcinoma [14*] 100 87 g5
Gastric pit pattern

Neoplasia Q0 99.4 97.1

Atrophy B83.6 90.6 97.5

Gastritis [15%°] 81.9 99.3 95.8
Confocal celiac eriteria [16] 70 95 80
Auorescent peptide for colon dysplasia—confocal miniprobe [17°°] 81 82

ALM, adenome-like masses; CLE, confocal laser endomicroscopy; DALM, dysplasia-associated lesional masses; EMR, endoscopic mucosal resection;
Gl, gastrointestinal; UC, ulcerative caolitis,

v Violeta de Cresilo

v" Acriflavina HCL






Inmunohistoquimica

Blnque
RETALLADO

& T WQ%
Montaje de la muestra Muestra
v Fijado e inclusion en parafina @ {[? @'\

/ Cortado UItrafino zla;'?olr':;r DESBASTADO Plrémlde truncada
v' Montaje en laminas

- Portabloques

Bloque ‘

l [T Cucm..a_4

>4 V

Fortachjetos Agua

83102 2P 0JUATUITADJ

Y o

Portaobjetos con cortes
estirados tras
evaporarse el agua




® - @
Immunohistochemical approaches to the diagnosis of
pp g
Aplicaciones!!! undifferentiated malignant tumors
Annals of Diagnostic Pathology 12 (2008) 72 -84

? LeiomyosarcomadMTIFibramalosis/AFX I

Desmin/Muscle-specific actin/Alpha-Actin

Sarcomatoid carcinoma

Keratin &
Epithelial membrane
antigen (EMA)

Malignant PH5ST
ar neuraid
malignant melanoma

CD56/CD57

Technically
Inadaguate lImen

©

Malignant PNST .

D2-40/CD31/CD34/Thrombomodulin/FLI-1

Fibrosarcomal/AFXBFHIMT + Vascular sarcoma (or DFSFIGIST [CO34e oniy])

IMMUNOHISTOCHEMICAL DIAGNOSIS OF SPINDLE CELL
TUMORS OF THE SKIN & SOFT TISSUES




Inmunohistoquimica

Aplicaciones!!! Current Progress of Immunostains in Mohs Micrographic
Surgery: A Review

e




lﬂmunOhiStoquimicq Current Progress of Inmunostains in Mohs Micrographic

Aplicaciones!!! Surgery: A Review
Dermatol Surg 2008:34:1621-1636

TABLE 1. Tumor Types Treated with Mohs Micrographic Surgery and Immunohistochemistry

Tumor Immunostain

Melanoma, lentigo maligna, lentigo Mel-5, human melanoma black-45, Melan-A/melanoma antigen
maligna melanoma recognized by T-cells, S100

Desmoplastic melanoma, spindle S100
cell melanoma

Basal cell carcinoma (+ ) stains =cytokeratins (AE1/AE3), Ki67, Ber-EP4, proliferating

cell nuclear antigen
(—) stains =desmogleins, CD34

Sguamous cell carcinoma (+ ) stains =cytokeratins (AE1/AE3)
(—) stains =desmogleins
Microcystic adnexal carcinoma (+ ) stains =CK1, AE1/AE3, CK18, EMA, CEA
(—) stain =CK20
Dermatofibrosarcoma protuberans (+ ) stain=CD34
(—) stains =factor Xllla, tenascin (negative at DEJ only), HMGA1,
HMGAZ, CD163
Mucinous carcinoma'™® Low molecular weight cytokeratin {(Cam 5.2)
Extramammary Paget's disease CK7
Atypical fibroxanthoma (+ ) stain=CD10
(=) stain=S100, CD34
Malignant nodular (+ ) stains =estrogen receptor, cytokeratin, EMA, CEA
hidradenoma''™"'# {—) stain = progesterone receptor
Sebaceous carcinoma (+ ) stains = AE1/AE3, Cam 5.2, p53, Ki67, EMA, BRST-1
(—) stains =p21, bel-2
Merkel cell carcinoma (+ ) stains =CK20, synaptophysin
(—) stains =thyroid transcription factor 1
Atypical cellular neurothekeoma''® {+ ) stains =nonspecific esterase, vimentin
(—) stain=S100
Syringomatous carcinoma’?® (+ ) stains =high- and low-molecular-weight cytokeratins, CEA
(=) stain =patchy S100
Trichilemmal carcinoma'’ (+ ) stains =CK 17, c-erb-B2
(—) stain=CK15
Embryonal rhabdomyosarcoma'?? Vimentin, S100, MyoD1
Granular cell tumor™3=12% S100
Infantile digital fibroma'?® Actin

EMA= epitheliel membrane entigen; CEA= carcinoembryonic entigen; HMG = high mobility group; DEJ =dermo-epidermel junction.

4



RCR (Pelymerase Chain Reaction)

... ... AN Desarrollada en 1986 por Kary Mullis
desnatufalizacion por calor Obtener un gran numero de copias de un
s “ o fragmento de ADN particular, partiendo de

una cantidad muy pequeia

_ Enfriamiento
Primers hibridizan al blanco

0 O S, S Amplificar un fragmento de ADN o ARN
"™ ™ G P TI (RT-PCR)
REPETICION i i
PR o ONA pl et Identificacion de:
TN N T T ™ o : :
e B v'Microorganismos
| | | jl |/ LI
S v'Personas (cadaveres)
L ON T 0 T T U T Investigacion




PCR

¢, Qué se necesita?

*Los 4 desoxirribonucledsidos-trifosfatos

(dNTP). ® 9 9 g w0 B8O 0 § g
*Dos cebadores o iniciadores M M g¥.8 My . ol Bl
(primers), oligonucleodtidos, cada uno es M W oy s el g a "N @ almg M

complementario a una de las dos hebras del
ADN.

lones: cloruro de magnesio (MgCl2),
manganeso (Mn2+), potasio.

*Una solucion tampoén (buffer) que mantiene
el pH adecuado para el funcionamiento de el
ADN polimerasa.

*ADN polimerasa o mezcla de distintas
polimerasas con temperatura 6ptima
alrededor de 70 °C (Taq polimerasa)

*/ADN molde, que contiene la region de ADN
gue se va a amplificar.

Termociclador



Pasos de la PCR

g

**El proceso de PCR por lo
general consiste en una serie de
20 a 35 cambios repetidos de
temperatura llamados ciclos

*+Cada ciclo consta de 3 pasos:
*Desnaturalizacion
*Alineacion
*Extension

Cycle 1
yields

molecules

Cycle 2
yields

molecules

Cycle3
yiolds 8

2 molecules
(in white boxes)
match target

<

-~

I

N~

Genomic DNA

5?{5

€) Denaturation:
Heat briefly
to separate DNA
strands

© Annealing:
Cool to allow
primers to form
hydrogen bond
with ends of
target sequence

€) Extension:
DNA polymerase
adds nucleotides to
the 3" end of each
primer

Cl——




PCR

*s*Visualizacion de la reaccion
*Electroforesis en geles de
agarosa

*»*Tipos de PCR:

*PCR anidada

*PCR in situ

*PCR multiplex

*PCR con transcripcion inversa
(RT-PCR)

*PCR en tiempo real o
cuantitativo (QPCR)




PCR en tiempo Real

wlLa amplificacion y deteccion se
producen de manera simultanea

®»lLa deteccion por fluorescencia
permite medir durante la amplificacion
la cantidad de ADN sintetizado en
cada momento.

®»Los termocicladores para llevar a
cabo la PCR a tiempo real incorporan
un lector de fluorescencia y estan
disefados para poder medir, en
cualquier momento, la fluorescencia
emitida en cada uno de los viales
donde se realice la amplificacion.




PCR en tiempo Redal

Marcadores

Huorescente

TAQGMAN® PROBE-BASED ASSAY CHEMISTRY

1. Polymerization: & fluorescent reporter IR} dye and 2 quancher
[} are attached to the &' and 3° ends of a TagMan® probe,
respactively.

. FORWERD FRIMER Q PRUEE Q,.

o 5
5 3
g
REVEREEFAIMER
2. Strand displacement: When the probe is intact, the reporter

dye emission is quanched.
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3. Cleawage: During 2ach extension cycle, the DMA polymerazs
cleaves the reporter dye from the probe.
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4, Polymerization completed: Once ssparated from the quencher,
the reporter dye emits its characteristic fluorescence.
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SYBR* GREEN | DYE ASSAY CHEMISTRY

1. Reaction setup: The SYBA* Green | Dys flucresces when bound
0 double-strarded DMNA.
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2. Denaturation: When the DNA is denatured, the SYER® Gresn |
Ciye is released and the flusrescence is drastically reduced.

2. Polymerization: During extension, primers anneal and PCA
product is generated.
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4. Polymerization completed: When polymerization is complats,
SYBR" Green | Dye birds to the double-stranded product,
resulting in 8 netincrease in fluorescence detected by the
TR00OHT systam.
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PCR en tiempo real

Utilidad

/0:0 Identificacion de microorganismaos

+s»Cuantificacion

- Q s*Monitoreo de resistencia a tto.

‘*Expresion de genes

/




PCR en tiempo real

Ventajas

/otoMayor precision, exactitud y sensibilidad
ssPermite hacer detecciones multiples
**No requiere procesamiento post-PCR.

s*Evita la contaminacion

“*Mayor rapidez en la obtencion de los

resultados

«*Cuantificacion del contenido del material
genético (ADN, ARN)

”»”




*Un chip de ADN (DNA microarray)
es una superficie soélida a la cual se
une una colecciéon de fragmentos

de ADN

*Los chips de ADN se usan para
analizar la expresion diferencial de
genes.

*Se mide el nivel de hibridacion entre
la sonda especifica (probe), y la
molécula diana (target), indicandose
generalmente

mediante fluorescencia y
analizandose por analisis de imagen,
lo cual nos indicara el nivel de
expresion del gen
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Microarray

Experimental Cell

mRNA
extracted
from cell

Reverse transcription,

fluorescently labeled .
with Cy3 (Green)
and Cy5 (Red)

Combine equal amount and
hybridize onto microarray
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¢DNA microarray
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http:/Aww.columbia.edu/~bo8/undergraduate_research/projects/sahil_mehta_project/work.htm
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Analytica Chimica Acta. 2007, 601: 26

http://www.cecalc.ula.ve/bioinformatica/BIOTUTOR/Microarrays.pdf




